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...Nada aqui é certo 
O que é certo mesmo, é que temos que viver 
Cada momento 
Cada segundo 
Amando, sorrindo, chorando, emocionando, pensando, agindo, 
querendo, conseguindo 
E só assim 
É possível chegar àquele momento do dia 
Em que a gente diz: 
"Graças a Deus deu tudo certo"... 









A tirosinemia tipo II é causada pela deficiência autossômica 
recessiva da enzima hepática tirosina aminotransferase. 
Consequentemente, altos níveis de tirosina são encontrados nos 
tecidos e fluidos fisiológicos de pacientes com tirosinemia tipo II 
e assim desenvolvem lesões cutâneas, sintomas oculares e/ou 
complicações neurológicas. Considerando que os mecanismos 
das disfunções neurológicas em pacientes com tirosinemia tipo II 
são pouco conhecidos, neste trabalho foi investigado a 
neurotoxicidade da L-tirosina sobre o metabolismo energético in 
vitro e in vivo em cérebro e fígado de ratos, bem como seu efeito 
sobre os níveis de fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 
e atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) em cérebro de 
ratos. No experimento in vitro, ratos Wistar de 30 dias de idade 
sofreram eutanásia por decapitação e o cérebro e fígado foram 
dissecados. A L-tirosina (0.1; 1.0; 2.0 ou 4.0 mM) foi adicionada 
ao meio de reação enquanto grupo controle não foi adicionado L-
tirosina, e a atividade das enzimas do metabolismo energético 
foram avaliados. No experimento in vivo, ratos Wistar (10 e 30 
dias de idade) receberam uma única administração intraperitoneal 
de salina ou L-tirosina (500 mg/kg) e após 1 hora sofreram 
eutanásia por decapitação. A administração crônica consistiu em 
realizar administrações de salina ou L-tirosina (500 mg/kg) a cada 
12 horas durante 21 dias, em ratos Wistar (7 dias de idade). Os 
animais sofreram eutanásia 12 horas após a última administração. 
Foi avaliado o metabolismo energético apenas após 
administração aguda de L-tirosina em ratos com 30 dias de idade. 
Os níveis de BDNF, expressão de ácido ribonucléico mensageiro 
(mRNA) de bdnf, a atividade da AChE e expressão de mRNA de 
ache foram avaliadas após administração aguda de L-tirosina em 
ratos de 10 e 30 dias de idade e após administração crônica. Neste 
estudo, foi demonstrado que o efeito da L-tirosina in vitro inibiu a 
atividade da enzima citrato sintase no córtex cerebral e a enzima 
succinato desidrogenase foi aumentada no córtex cerebral, 





inibida apenas no hipocampo, enquanto que a atividade do 
complexo II foi inibida no córtex cerebral, hipocampo e no 
fígado. A atividade do complexo IV foi diminuída no córtex 
cerebral. A administração aguda de L-tirosina em ratos com 30 
dias de idade inibiu a enzima malato desidrogenase, citrato 
sintase e complexos II, II-III e IV em córtex cerebral e fígado. A 
atividade da succinato desidrogenase e complexo I foi inibida no 
córtex cerebral e aumentada no estriado. Os resultados dos níveis 
de BDNF mostraram que a administração aguda de L-tirosina 
diminuiu tanto os níveis de BDNF como mRNA de bdnf no 
estriado de ratos com 10 dias de idade. Nos ratos com 30 dias de 
idade, observamos uma diminuição dos níveis de BDNF sem 
modificações no nível de transcrição de BDNF no hipocampo e 
estriado. A administração crônica de L-tirosina aumentou os 
níveis de BDNF no estriado de ratos durante o seu crescimento, 
enquanto que a expressão de mRNA de bdnf não foi alterada. Por 
fim, observamos que a administração aguda em ratos de 10 e 30 
dias de idade e adminstração crônica de L-tirosina aumentou a 
atividade da AChE em todas as áreas do cérebro avaliadas, 
quando comparados ao grupo controle. Além disso, houve uma 
diminuição significativa nos níveis de mRNA de ache no 
hipocampo após administração aguda de L-tirosina em ratos de 
10 e 30 dias de idade e no estriado após administração crônica. 
Juntos, estes resultados mostram que alterações no metabolismo 
energético podem provocar anormalidades cerebrais, pelo déficit 
de ATP, e essas alterações muitas vezes podem estar envolvidas 
com a presença de estresse oxidativo. Desta forma sugerimos que 
a depleção da ATP pode estar associada com a diminuição dos 
níveis de BDNF e o aumento da atividade da AChE. 
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Tyrosinemia type II is caused by autosomal recessive deficiency 
of the hepatic enzyme tyrosine aminotransferase. Consequently, 
high levels of tyrosine are found in physiological fluids and 
tissues of patients with tyrosinemia type II and thus develop skin 
lesions, ocular symptoms and/or neurological complications. 
Whereas the mechanisms of neurological dysfunction in patients 
with tyrosinemia type II are unknown , this study was 
investigated the neurotoxicity of L- tyrosine on energy 
metabolism in vitro and in vivo in rat brain and liver , as well as 
its effect on the levels of brain-derived neurotrophic factor 
(BDNF) and activity of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) 
in rat brain . In vitro, rats 30 days of age were killed by 
decapitation and the brain and liver were dissected. L- tyrosine 
(0.1, 1.0, 2.0 or 4.0 mM) were added to the reaction medium 
while the control group was not added L- tyrosine , and the 
activity of enzymes of energy metabolism were evaluated . Acute 
administration to Wistar rats (10 and 30 days old) received a 
single intraperitoneal administration of saline or L -tyrosine (500 
mg/kg) and after 1 hour were killed by decapitation. Chronic 
administration consisted of performing general saline or L -
tyrosine (500 mg/kg) every 12 hours for 21 days in rats (7 days 
old). The animals were killed 12 hours after the last 
administration. Energy metabolism has been reported only after 
the acute administration of L-tyrosine in rats, 30 days old. BDNF 
levels and expression of the messenger ribonucleic acid (mRNA) 
and BDNF expression and activity of AchE and mRNA ache 
were evaluated after acute administration of L-tyrosine in rats of 
10 and 30 days of age and after chronic administration. In this 
study, it was demonstrated that the effect of L- tyrosine in vitro 
inhibited the enzyme activity of citrate synthase in the cerebral 
cortex and the enzyme succinate dehydrogenase was increased in 
the cerebral cortex, hippocampus, striatum and liver. The 
complex I activity was inhibited in the hippocampus, whereas the 
activity of complex II was inhibited in the cerebral cortex, 
 
 
hippocampus and liver. The activity of complex IV was 
decreased in the cerebral cortex. Acute administration of L -
tyrosine in rats 30 days inhibited the enzyme malate 
dehydrogenase, citrate synthase and complex II, III -III and IV in 
the cerebral cortex and liver. The activity of succinate 
dehydrogenase and complex I was inhibited in the cerebral cortex 
and increased in the striatum. The results of BDNF showed that 
acute administration of L-tyrosine decreased both BDNF and 
BDNF mRNA in the striatum of rats 10 days of age. In rats with 
30 days of age, we observed a decrease in BDNF levels without 
changes in the level of transcription of BDNF in the hippocampus 
and striatum. The chronic administration of L-tyrosine increased 
BDNF levels in the striatum of rats during their growth, while 
BDNF mRNA expression was unchanged. Finally, we observed 
that acute administration in rats 10 and 30 days of age and 
chronic adminstration of L-tyrosine increased AChE activity in 
all brain areas evaluated, when compared to the control group. 
Furthermore, a significant reduction in AChE mRNA levels in the 
hippocampus after acute administration of L-tyrosine in rats of 10 
and 30 days of age and striatum following chronic administration. 
Changes in energy metabolism can cause brain abnormalities, the 
deficit of ATP, and these changes can often be involved in 
oxidative stress. Thus we suggest that depletion of ATP may be 
associated with decreased levels of BDNF and increased AChE 
activity. 
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A tirosina (do grego tyros, queijo, local de onde foi 
isolada pela primeira vez) pertence ao grupo dos aminoácidos 
condicionalmente essenciais e/ou semiessenciais, sendo obtida 
através da dieta, hidrólise tecidual ou hidroxilação da 
fenilalanina. Além disso, possui um radical aromático e é 
relativamente não-polar (Figura 1), por isso, é considerada um 
dos aminoácidos menos solúveis e forma cristais característicos 
quando se apresentam em altas concentrações (Scriver & 
Rosenberg, 1973). O seu grupo hidroxila pode formar pontes de 
hidrogênio, sendo um grupo funcional importante em algumas 
enzimas (Nelson & Cox, 2006). 
 
Figura1. Estrutura química da tirosina. Aminoácido com 
presença de radical aromático (Nelson e Cox 2006). 
 
Tal como acontece com muitos aminoácidos, os níveis 
plasmáticos de tirosina aumenta após a ingestão de proteínas, 
mesmo sendo de forma moderada (Armstrong & Stave, 1973), e 
ocorre a diminuição do mesmo durante o estado não alimentado 
(Feigin et al., 1968). A tirosina está envolvida diretamente na 
biossíntese de catecolaminas, hormônios da tireóide e melanina 
(Figura 2), bem como apresenta dois principais destinos 
metabólicos: síntese protéica ou degradação em fumarato 
(intermediário do ciclo de krebs) e acetoacetato (corpo cetônico). 
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A catálise da tirosina ocorre no citoplasma dos hepatócitos e no 
epitélio do túbulo proximal do rim (Held, 2006).  
 
  
      
Figura 2: Biossíntese de neurotransmissores, pigmentos e hormônios 
a partir da tirosina. O aminoácido tirosina leva a formação da DOPA a 
partir da ação da enzima tirosina hidroxilase, que por sua vez leva a 
formação de dopamina pela DOPA descaboxilase, norepinefrina pela 
dopamina β-hidroxilase e epinefrina pela enzima feniletanolamina N-
metiltransferase. A tirosina também pode leva a formação de DOPA-
quinona através da DOPA que é catalisada pela enzima tirosinase e após 
várias etapas ocorre formação de eumelanina e feomelanina. Por fim, a 
tirosina pode levar também a formação de monoiodotirosina 
diiodotirosina pela ação da enzima tiroperoxidase, e então tem a 
formação dos hormônios da tireóide triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) 
(Nelson & Cox, 2006).   
 
A degradação da tirosina ocorre através de um processo 
de cinco passos. Inicialmente, a fenilalanina sofre ação da enzima 
fenilalanina hidroxilase, formando tirosina. Esta, sobre ação da 
tirosina aminotransferase (TAT) (EC 2.6.1.5), é transformada em 
ácido 4-hidroxifenilpirúvico (4-HPP), que é catalisado pela 4-
HPP dioxigenase (4-HPPD), formando o ácido homogentísico 
(HGA). Este processo segue com o catabolismo do HGA pela 
HGA oxidase, formando ácido maleilacetoacético (MAA), e a 
degradação deste último pela MAA isomerase formando o ácido 
fumarilcetoacético (FAA). Por fim, o FAA é catabolizado pela 
fumarilacetoacetato hidrolase (FAH), originando o fumarato e o 
acetoacetato como produto final conforme figura 3 (Mitchell et 





Figura 3: Etapas do metabolismo da tirosina. Fenilalanina sofre ação 
da enzima fenilalanina hidroxilase, formando tirosina. A tirosina pela 
ação da tirosina aminotransferase forma o ácido 4-OH-
hidroxifenilpirúvico, que por sua vez é catalisado pela 4-OH-
fenilpiruvato dioxigenase formando o ácido homogentísico. O ácido 4-
OH-fenilpiruvato hidroxifenilpirúvico pode ter a formação do ácido 2-
hidroxifenilacético e ácido 4-hidroxifenilático como via alternatica. O 
ácido homogentísico leva a formação do ácido maleilacetoacético pela 
ação do homogentísico oxidase, e a degradação deste último pela 
maleilacetoacetato isomerase forma o ácido fumarilacetoacético. O 
ácido maleilacetoacético e ácido fumarilacetoacético podem levar a 
formação do ácido succinilacetoacético e deste, ter a formação da 
succinilacetona. Por fim, o ácido fumarilacetoacético é catabolizado pela 
fumarilacetoacetato hidroxilase, originando o fumarato e o acetoacetato 





Em humanos, deficiências em quatro das cinco enzimas 
responsáveis pela degradação da tirosina foram identificadas: 
deficiência da FAH (tirosinemia tipo I) deficiência da TAT 
(tirosinemia tipo II), deficiência da 4-HPPD (tirosinemia tipo III), 
deficiência da HGA oxidase (alcaptonúria) e a tirosinemia 
transitória (Mitchell et al., 1995, Mitchell et al., 2001, 2013; 
Held, 2006). Tanto as tirosinemias tipo I, II e III quanto a 
20 
 
alcaptonúria e tirosinemia transitória provocam o acúmulo de 
tirosina nos tecidos e fluidos fisiológicos dos indivíduos afetados. 
A hipertirosinemia também pode ocorrer em outras situações 
incluindo o fígado imaturo de recém-nascidos prematuros e 
doença hepática. No entanto, a baixa atividade da enzima TAT é 
presente no fígado de recém-nascido (Mitchell et al., 2001, 2013). 
Tirosinemia tipo I ou hepatorenal ocorre a partir da 
mutação do gene FAH e atingem de 1/100.000 para 1/120.000 
pessoas. Pacientes com esta doença apresentam uma variedade de 
sintomas clínicos, como dano no fígado, na infância (que pode 
avançar para cirrose), redução dos fatores de coagulação, 
hipoglicemia, altas concentrações de metionina e fenilalanina no 
plasma, alto risco de carcinoma hepatocelular e disfunção no 
glomérulo renal e tubular (Mitchell et al., 1995, Mitchell et al., 
2001, 2013). O tratamento da tirosinemia tipo I é inicialmente 
baseado em dieta com restrição de proteínas animais e vegetais 
(fontes da tirosina). Dentre a terapia farmacológica encontra-se o 
2-(2-Nitro-4-trifluorometilbenzoil) -1,3-ciclohexanediona 
(NTBC) que inibi a enzima 4-HPPD, prevenindo o acúmulo de 
succinilacetoacetato e mantendo o elevado nível de tirosina no 
sangue e órgãos (Schlump et al., 2008). Outra possibilidade 
terapêutica é o transplante hepático (Mitchell et al., 1995, 
Mitchell et al., 2001, 2013). 
A tirosinemia tipo II ocorre devido mutação no gene 
TAT.  A incidência é menor que 1 em 250.000. Alterações nos 
olhos, pele e sintomas neurológicos são encontradas na doença 
(Mitchell et al., 1995, Mitchell et al., 2001, 2013; Held, 2006). As 
concentrações plasmáticas de tirosina variam entre 370 a 3420 
μM em pacientes não tratados enquanto que as concentrações 
normais são inferiores a 103 μM (Goldsmith et al.,1973; 
Rabinowitz et al., 1995; Macsai et al., 2001; Mitchell et al., 1995, 
Mitchell et al., 2001, 2013; Valikhani  et al., 2005; Held, 2006). 
O tratamento consiste somente em restrição dietética de tirosina e 
fenilalanina (Sayar et al., 1988). 
Tirosinemia tipo III possui poucos casos descritos, sendo 
que ocorre devido à mutação no gene 4-HPPD. Os pacientes 
normalmente apresentam problemas neurológicos e ataxia, 
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podendo ser detectado precocemente. É caracterizado pela 
presença de altos níveis de tirosina plasmática com taxa de 355 a 
640 µM (Giardini et al., 1983). Um dos tratamentos é realizado 
com dieta restrita em proteínas. Além disso, o ácido ascórbico 
também pode ser uma alternativa terpêutica que impedi que a 
enzima 4-HPPD seja inibida pelo seu substrato (Menkes et al., 
1972) e por ser um co-substrato da monoxigenase que faz a 
oxidação da fenilalanina para tirosina (Mitchell et al., 1995, 
Mitchell et al., 2001, 2013). 
Alcaptonúria é causada pela deficiência da HGA oxidase 
e a incidência é de 1 em 250.000 pessoas, embora em algumas 
áreas, como a Eslováquia e República Dominicana sua incidência 
é mais comum (Phornphutkul et al., 2002). Ainda não possui 
tratamento eficaz para esta doença. Dentre as três características 
principais da alcaptonúria encontram-se a urina escura após a 
exposição ao ar (resultado da oxidação de HGA), ocronose 
(pigmentação preta azulada dos tecidos conjuntivos), sendo que 
outros efeitos da ocronose incluem cálculos (renal, próstata, 
vesícula biliar e salivar), rupturas (muscular, tendões e 
ligamentos), osteopenia e por fim artrite da coluna e das 
articulações diartrodiais (Gilbert, 1987; Gainess, 1989). 
 A tirosinemia transitória é resultado da combinação de 
4-HPPD imaturo com elevada ingestão de fenilalanina e tirosina, 
e deficiência de ácido ascórbico (Scriver e Rosenberg, 1973). Isto 
é causado por um desequilíbrio entre a taxa do catabolismo de 
tirosina e atividade da 4-HPPD, com atraso na maturação do feto 
e recém-nascido. O motivo que leva a ser particularmente 
frequente em recém-nascidos é a ingesta maior na quantidade de 
tirosina e reduzida de ácido ascórbico (Wong et al., 1967).  A 
incidência é entre 0,5 - 10% em recém-nascidos vivos e a idade 
de início nas primeiras duas a quatro semanas de vida, a maior 
parte das crianças é assintomática por responder a administração 
de ácido ascórbico ou com uma dieta restrita de fenilalanina e 




1.3 TIROSINEMIA TIPO II 
 
A tirosinemia tipo II, também denominada tirosinemia 
oculocutânea ou síndrome de Richner-Hanhart (OMIM 276600), 
foi descrita pela primeira vez por Richner, um suíço oftálmico, 
em 1938 (Richner,1938), e depois descrito por Hanhart, um suíço 
geneticista, em 1947 (Hanhart, 1947). Porém somente no início 
de 1970 foi relacionado às descrições dos sintomas apresentado 
por indivíduos com deficiência no metabolismo de tirosina 
(Goldsmith et al., 1973). Esta doença parece estar associada à 
consanguinidade e devido a isso é comum entre as populações da 
Itália, Alemanha, França, Suíça, Espanha, Canadá, Austrália, por 
possuir uma grande quantidade de consaguinidade. Sabe-se que 
metade dos casos de tirosinemia tipo II é de ascendência italiana e 
até 2010 menos de 150 casos foram relatados em indivíduos com 
tirosinemia tipo II em diferentes populações (Goldsmith, 1983; 
Colditz et al., 1984; Goldsmith, 1989; Chitayat et al., 1992). 
A tirosinemia tipo II é causada pela deficiência 
autossômica recessiva da enzima hepática TAT, sendo que a TAT 
está localizado no cromossomo 16 (q22.1-22.3) (Natt et al., 
1987), possuí 10,9 kb e contém 12 exons. O ácido ribonucléico 
mensageiro (mRNA) da tat codifica 454 resíduos de aminoácidos 
sendo previsto um peso molecular de 50,4 kDa. As mutações no 
gene TAT foram identificadas como causa da tirosinemia tipo II, 
e até o ano de 2013 foram encontrado 15 mutações diferentes na 
região de codificação do gene TAT (Mitchell et al., 2013). As 
mutações estão distribuídas por todo o gene e podem acontecer 
em diferentes exons levando a perda parcial ou total da enzima, 
que por sua vez vai configurar o fenótipo da doença, podendo ser 
moderada ou severa (Charfeddine et al., 2006; Legarda et al., 
2011). A maioria das mutações foi encontrada no exon 12 
induzindo uma menor interação entre os aminoácidos e 
impedindo que formem pontes de hidrogênio ou promovendo 
uma desestabilização estrutural do gene (Charfeddine et al., 
2006). Contudo as mutações no exon 7 e 9 não foram ainda 
descritas (Huhn et al., 1998; Charfeddine et al., 2006; Meissner et 
al., 2008).  
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Em ratos, a quantidade da enzima TAT é detectável 
somente no final da gestação (Coufalik e Monder, 1978), sendo 
que a atividade da enzima aumenta rapidamente depois do 
nascimento em um pico de 12 horas, duas vezes maior que os 
níveis apresentado em ratos adultos, e após 2 dias do nascimento 
esses níveis diminuem (Granner e Hargrove, 1983). Em humanos, 
os valores do TAT também são baixos no período neonatal 
(Ohisalo et al., 1982). Uma vez que a expressão de TAT é 
estritamente limitada no citoplasma dos hepatócitos (Hargrove e 
Mackin, 1984), a sua atividade é um marcador útil de 
diferenciação hepatocelular. A TAT é considerada uma enzima 
determinante da velocidade do catabolismo da tirosina, por 
apresentar uma meia-vida curta (2-3 horas) e assim permitir 
rápidas flutuações da atividade em resposta a estímulos 
alimentares (Hargrove et al., 1989). 
 Os níveis plasmáticos de tirosina presente nesta 
tirosinemia são maiores que em outras tirosinemias. 
Consequentemente, altos níveis de tirosina são encontrados nos 
tecidos e fluidos fisiológicos desses pacientes com tirosinemia 
tipo II (Macsai et al., 2001). A elevada excreção urinária de 
tirosina e seus metabólitos (4-HPP, ácido 4-hidroxifenilacético, 
ácido 4-hidroxifenilático, N-acetiltirosina e 4-tiramina) também 
caracterizam a tirosinemia tipo II (Mitchell et al., 1995, Mitchell 





A hipertirosinemia é associada com danos neurológicos 
em vários pacientes com deficiência da TAT, e com menos 
frequência naqueles que possuem deficiência da 4-HPPD ou 
hipertirosinemia transitória (Light et al., 1973; Mamunes et al., 
1976; Rice et al., 1989). Os sintomas na tirosinemia tipo II 
aparecem logo após o nascimento, e incluem lesões cutâneas (85 
% dos casos), sintomas oculares (75 % dos casos) ou 
complicações neurológicas (60 % dos casos), ou até mesmo a 
combinação de todos os sintomas (Goldsmith et al., 1989).  
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A patogênese das lesões oculares e cutâneas na 
tirosinemia tipo II está relacionada com a formação de cristais 
intracelulares de tirosina (Scriver e Rosenberg, 1973).  As lesões 
oculares caracterizam-se por fotofobia, lacrimejamento, 
vermelhidão e dores intensas. Conjuntivites e ulcerações na 
córnea, que podem causar um prejuízo na visão, também são 
frequentemente observadas nesses pacientes. As lesões cutâneas 
caracterizam-se por apresentarem manchas escuras pelo corpo, 
em função ao aumento da produção de melanina pelas altas 
concentrações de tirosina. Além disso, podem apresentar 
hiperceratoses delimitadas, dolorosas e não pruriginosas em 
região palmar e/ou plantar, frequentemente associadas à 
hiperidrose. Nas mãos, geralmente ocorrem nas polpas digitais, 
eminências tenar e hipotenar, enquanto as plantares se localizam 
nas áreas de apoio de maior pressão. Acredita-se que a 
fisiopatologia seja semelhante à lesão corneana, com depósitos de 
cristais de tirosina no citoplasma dos queratinócitos, levando a 
ruptura e fusão destas células (Goldsmith, 2005). Macsai e 
colaboradores (2001) relataram que os principais sinais de danos 
oculares da tirosinemia tipo II ocorrem antes do desenvolvimento 
de lesões de pele enquanto em outros casos as manifestações 
oftalmológicas podem aparecer somente aos quarenta anos de 
vida (Chitayat et al., 1992).  
O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) é 
variável, sendo que pode ocorrer retardo mental grave associado 
com microcefalia, tremor, ataxia, distúrbios na coordenação 
motora, déficit de linguagem e convulsões. Não há nenhuma 
relação entre a idade de diagnóstico e retardo metal. No entanto, o 
grau de atraso mental pode estar relacionada com o nível de 
tirosina no plasma (Fois et al., 1986), sendo assim 
provavelmente, os altos níveis plasmáticos de tirosina são os 
responsáveis pelo comprometimento do SNC na tirosinemia tipo 








A etiologia é multifatorial já que diferentes condições 
hereditárias e adquiridas podem causar hipertirosinemia. A 
maioria pode ser diagnosticada através da história clínica, exame 
físico e exames laboratoriais disponíveis. Em geral, os breves 
períodos de hipertirosinemia são bem tolerados em seres 
humanos e mamíferos. No entanto, a hipertirosinemia crônica 
está associada com danos neurológicas e de desenvolvimento em 
vários pacientes com deficiência de TAT e alguns com 
deficiência 4-HPPD e hipertirosinemia transitória (Light et al., 
1973; Mamunes et al., 1976; Rice et al., 1989).  
Em ratos, o alto consumo de tirosina tem sido associado 
com o desenvolvimento de ceratite exsudativa (Martin e Herper, 
1942; Lock et al., 1996) sugerindo que os sinais da tirosinemia 
oculocutâneo podem estar diretamente relacionados com o 
aumento dos níveis teciduais da tirosina. Atualmente são 
realizados exames de triagem ("triagem neonatal para EIM", ou o 
Teste do Pezinho) nos primeiros dias de vida da criança.  No 
Brasil, o diagnóstico das tirosinemias faz parte do teste de 
triagem neonatal expandido, conhecido como Teste do Pezinho e 
o acesso a esse teste é somente através de laboratórios 
particulares, não sendo oferecido pelo Sistema Único de Saúde.  
Métodos quantitativos são mais adequados para 
diagnóstico dos diferentes tipos de tirosinemias. Por exemplo, a 
espectrometria de massa em sequência, baseia-se na detecção 
quantitativa fidedigna dos níveis de fenilalanina e tirosina, bem 
como da razão tirosina/fenilalanina, em um pequeno volume de 
sangue/plasma que fornece uma taxa relativamente baixa de 
falso-positivos e pode ser útil na detecção simultânea de 
metabólitos envolvidos em outras doenças hereditárias (Chace et 
al., 1998; Blau et al., 2011). Outra forma de confirmação da 
doença é pela avaliação da atividade enzimática em biópsia 
hepática, e análise de mutações no gene da tat (Mitchell et al., 
1995, Mitchell et al., 2001, 2013; Held, 2006). 
O nível de fenilalanina na tirosinemia tipo II é normal e 
os metabólitos da tirosina excretados na urina por pacientes 
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incluem 4-HPP, ácido 4-hidroxifenilacético, ácido 4-
hidroxifenilático, N-acetiltirosina e 4-tiramina. Esses compostos 
são metabólitos da tirosina produzidos por vias metabólicas 
acessórias na deficiência da TAT e é considerado um fator 
determinante para o diagnóstico da doença (Mitchell et al., 1995, 





O tratamento bem sucedido é aquele em que o 
diagnóstico é precoce e normalmente é realizado através de 
estratégias terapêuticas isoladas ou combinadas, da seguinte 
forma: limitando a entrada do precursor, suplementando o 
metabólito ausente ou a enzima deficiente, inibindo a formação 
da substância acumulada ou controlando fatores desencadeantes 
(Fraser et al., 1987). O tratamento da tirosinemia tipo II consiste 
na restrição nutricional de fenilalanina e tirosina, para amenizar 
as lesões oculares e cutâneas dos pacientes com tirosinemia tipo 
II. Entretanto, ainda não foi estabelecido o nível ideal de tirosina 
no sangue, nem mesmo a idade que a dieta deve ser iniciada para 
evitar comprometimento neurológico (Fraser et al., 1987; Sayar et 
al., 1988).  
 As lesões nos olhos e pele melhoram após poucas 
semanas de terapia dietética, porém ocorre a reincidência com a 
interrupção da dieta. Retinóides também podem melhorar as 
lesões na pele sem mudanças no nível de tirosina e o tratamento 
para lesões nos olhos é realizado com utilização de esteróides 





Embora não se saiba o exato mecanismo fisiopatológico 
dos sintomas neurológicos e, além disso, os danos cerebrais dos 
pacientes com esta doença é desconhecido, estudos têm sugerido 
que os altos níveis plasmáticos de tirosina são os responsáveis 
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pelo comprometimento do SNC na tirosinemia tipo II (Mitchell et 
al., 1995, Mitchell et al., 2001, 2013; Held, 2006). Acreditamos 
que o metabolismo energético, fator neurotrófico derivado do 
cérebro (BDNF) e enzima acetilcolinesterase (AChE) estão 
envolvidos na fisiopatologia da tirosinemia tipo II. 
 
 
1.4.1 Metabolismo Energértico 
 
O adenosina trisfosfato (ATP) é o principal combustível 
da célula na maioria dos processos que necessitam de energia 
(Lehninger et al., 2007). O cérebro desenvolve uma intensa 
atividade metabólica, porém possui uma pequena reserva 
energética em relação ao grande consumo de glicose, existindo 
assim uma necessidade contínua de substratos energéticos 
(Dickinson, 1996). A mitocôndria é a organela responsável pelos 
processos de respiração celular e obtenção de energia na forma de 
ATP. Na matriz mitocondrial, existem as enzimas envolvidas no 
ciclo de Krebs, onde se destaca a citrato sintase. Esta enzima dá 
início ao ciclo e é considerada como marcadora de metabolismo 
mitocondrial (Marco et al., 1974). A citrato sintase também 
catalisa a condensação do oxaloacetato ao grupo acetil da acetil 
coenzima-A (Shepherd & Garland, 1969). Além disso, a malato 
desidrogenase e a succinato desidrogenase, também fazem parte 
do ciclo de Krebs. A malato desidrogenase catalisa a 
desidrogenação de L-malato em oxaloacetato na etapa final do 
ciclo de Krebs (Kelly et al., 1989) e a succinato desidrogenase é 
um dos marcadores mais confiáveis de capacidade mitocondrial 
para fornecer uma quantidade adequada de ATP, uma vez que faz 
parte tanto do ciclo de Krebs quanto da cadeia respiratória 
(complexo II) (Tyler, 1992). 
Na membrana interna da mitocôndria estão localizados 
os complexos enzimáticos envolvidos no transporte de elétrons e 
na fosforilação oxidativa (Devlin & Michelacci, 2003). A ligação 
íntima entre o ciclo de Krebs e a fosforilação oxidativa é 
responsável pela maior parte da produção de ATP gerada pelos 
seres humanos, sendo que a cadeia de transporte de elétrons é 
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composta por quatro complexos enzimáticos (complexos I, II, III 
e IV) e dois componentes que não fazem parte dos complexos, a 
coenzima Q, que transporta elétrons dos complexos I e II ao 
complexo III, e o citocromo c, que transporta elétrons do 
complexo III ao complexo IV. Os elétrons presentes nas 
coenzimas nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e flavina 
adenina dinucleotideo (FADH2) provenientes do ciclo de Krebs 
são transferidos para os complexos I e II, respectivamente, do 
complexo I e II para coenzima Q, depois para o complexo III, 
citocromo c, complexo IV e finalmente para o oxigênio (Navarro 




Figura 4: Ciclo de Krebs e cadeia respiratória mitocondrial. A 
glicose passa por diversas reações na glicólise levando a formação de 
piruvato no citoplasma das células. O piruvato leva a formação de acetil-
CoA na mitocôndria, e este por sua vez entra no ciclo de Krebs. Através 
do ciclo de Krebs tem a liberação de elétrons, que entram na cadeia 
respiratória mitocondrial para a formação de ATP. Os elétrons presentes 
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nas coenzimas NADH e  FADH2 provenientes do ciclo de Krebs são 
transferidos para os complexos I e II, respectivamente, do complexo I e 
II para coenzima Q, depois para o complexo III, citocromo c, complexo 
IV e finalmente para o oxigênio. Por fim, na bomba ATP sintase tem a 
formação de ATP a partir da fosforilação do ADP (Adaptado de Rezin et 
al., 2008; Navarro & Boveris, 2007). 
 
Estudo in vitro e in vivo apontam para um efeito 
inibitório da tirosina sobre a atividade da creatina quinase 
mitocondrial e citosólica, e a adição de glutationa reduzida (GSH) 
ao ensaio foi capaz de prevenir tal inibição (de Andrade et al., 
2011). Outros resultados in vitro demonstraram que a tirosina 
inibiu a atividade da piruvato quinase em córtex cerebral de ratos, 
e a GSH preveniu tal inibição (de Andrade et al., 2012). O 
mesmo estudo relatou que a administração aguda de L-tirosina 
metil éster inibiu a atividade da piruvato quinase a da creatina 
quinase mitocondrial e citósolica, e o pré-tratamento com creatina 
impediu a inibição dessas enzimas (de Andrade et al., 2012).  
Um recente estudo realizado por Ramos e colaboradores 
(2013) demonstrou que a administração aguda de L-tirosina em 
ratos com 10 dias de idade inibiu a atividade da enzima citrato 
sintase no estriado e aumentou a atividade da malato 
desidrogenase e succinato desidrogenase no hipocampo. Por 
outro lado, estas enzimas não foram afetadas no córtex cerebral. 
Este estudo também demonstrou que a atividade dos complexos I 
e II foi inibida pela administração aguda de L-tirosina no 
estriado. Por outro lado, houve um aumento da atividade do 
complexo II-III no hipocampo e a atividade do complexo IV não 
foi afetada pela administração aguda de L-tirosina em ratos com 
10 dias de idade. 
Dados ainda não publicados pelo nosso grupo 
demonstraram que a administração crônica de L-tirosina em ratos 
em desenvolvimento inibiu a atividade da enzima citrato sintase e 
succinato desidrogenase no hipocampo e estriado de ratos, porém 
a atividade da malato desidrogenase foi aumentada somente no 
estriado. Os complexos I e II-III foram diminuídos no estriado 
após administração crônica de L-tirosina e a atividade do 
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complexo IV foi aumentado no hipocampo e reduzido no estriado 
de ratos em desenvolvimento.  Desta forma foi visto que a 
administração crônica de L-tirosina causa alterações no 
metabolismo energético no hipocampo e estriado de ratos, e que 
estas alterações são semelhantes no cérebro de ratos com 10 dias 
de idade. Isso sugere que L-tirosina em determinadas fases do 
desenvolvimento cerebral pode ser crucial para o 
desenvolvimento dos sintomas graves em pacientes 
tirosinemicos. 
Horn e Barrientos (2008) mostram que a disfunção 
mitocondrial resulta de uma falha no funcionamento da cascata 
bioquímica, sugerindo ser um importante fator na patogênese de 
muitas doenças. Além disso, uma anormalidade no metabolismo 
energético pode desencadear lesão e morte celular (Heales et al., 
1999;  Blass, 2001; Calabrese et al., 2001; Schurr, 2002). 
Portanto, alterações nas enzimas do metabolismo energético 
podem participar da fisiopatologia da tirosinemia tipo II. 
 
 
1.4.2 Fator Neurotrófico Derivado do Cerébro 
 
O BDNF foi descoberto em 1982, como a segunda de 
uma família de moléculas com atividade neurotrófica, cuja 
primeira a ser identificada foi o fator de crescimento neurotrófico 
(NGF) (Barde et al., 1982). O BDNF é produzido principalmente 
pela glia e também pelo núcleo dos neurônios e possui grande 
expressão no hipocampo, neocórtex, amígdala e cerebelo 
(Shimizu et al., 2003). Também é responsável pela modulação de 
diversas funções sinápticas, induzindo estímulo à maturação, 
nutrição, crescimento e integridade neuronal. 
Lessmann e colaboradores (2003) demonstraram que a 
molécula de BDNF é sintetizada primeiramente na forma de pré-
pró-BDNF e o mRNA do bdnf direciona a síntese da proteína 
nascente para o retículo endoplasmático, de onde seguirá para a 
via secretora. A proteína nascente é clivada no retículo 
endoplasmático dando origem a pró-BDNF, e, de acordo com 
Chen e colaboradores (2006), o pró-BDNF será envolto pelo 
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complexo de Golgi e empacotado em vesículas secretoras para 
liberação espontânea ou por estímulo. O pró-BDNF secretado por 
neurônios (substância nigra, amígdala, hipotálamo, cerebelo e 
córtex cerebral) e células de Schwann é posteriormente 
convertido a BDNF maduro por proteases extracelulares (Pang et 
al., 2004).  
Os efeitos biológicos do BDNF são mediados 
principalmente pelo seu receptor de alta afinidade, o receptor Trk 
B (Chen e Weber, 2004), promovendo uma cascata de sinalização 
intracelular e de transcrição em vários sistemas neuroquímicos, 
tais como proteína cinase ativada por mitógeno (MAPK), 
fosfatidilinositol 3 cinase (PI3-K) e fosfolipase (PLC) (Reichardt, 
2006). As vias de sinalização do BDNF são ativadas 
principalmente por uma sequência de fosforilações via cinase 






Figura 5: Receptor de BDNF e suas vias de sinalização. BDNF é 
mediado principalmente pelo receptor Trk B que ativa SHC levando ao 
recrutamento de um complexo de adaptadores como GRB2 e fator SOS 
estimulando a Ras, que por sua vez ativa PI3K, MEK e Raf/ERK. O 
PI3K também pode ser ativado por proteínas adaptadoras via sistema 
nervoso central, GRB2 e GAB1. O GRB2 quando fosforilado 
proporciona o encaixe da GAB1 que é vinculado ao PI3K (Reichardt, 
2006). RSK e MEK fosforila CREB e outros fatores de transcrição. RSK 
e Akt fosforila BAD e assim promove sua inativação. Quando BAD é 
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fosforilado pode prevenir a associação com mitocôndrias localizadas 
BCL-XL e BCL2. Desta forma Akt leva a sobrevivência celular, 
diferenciação, plasticidade sináptica e neogênese.  BAD leva a 
sobrevivência celular (Adaptado de Wong, 2013; Chen e Weber, 2004).  
 
O BDNF parece induzir efeitos neurotróficos e 
neuroprotetores a longo prazo (Murer et al., 2001). Este fator 
trófico tem a capacidade de regular diversas funções biológicas, 
tais como crescimento axonal e conectividade, apoptose e 
mediação do processo de sobrevivência de neurônios, incluindo 
neurônios colinérgicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos, 
hipocampais e corticais (Alderson et al., 1990; Hyman et al., 
1991; Gosh et al., 1994; Lindhom et al., 1996; Rumajogee et al., 
2004), além de participar na resposta local a diversos estressores 
neuronais e ambientais (Qian et al., 2007). É essencial para a 
plasticidade neuronal (Tyler et al., 2002), mecanismo importante 
para os processos de aprendizagem e memória (Barboza, 2009).  
Ferreira e colaboradores (2013) demonstraram que os 
níveis de NGF foram diminuídos no estriado de ratos com 10 dias 
de idade, bem como no hipocampo e córtex cerebral após 
administração aguda de L-tirosina em ratos com 30 dias de idade. 
Contudo, a administração crônica de L-tirosina ocasionou um 
aumento nos níveis de NGF no córtex cerebral de ratos. Wu e 
colaboradores (1996) demonstraram que a depleção de ATP pode 
ser um dos fatores que leva a diminuição dos níveis de 
neurotrofinas, acompanhado por estresse oxidativo.  
Alteração na expressão ou função do BDNF, 
considerando uma das principais neurotrofinas do cérebro, pode 
levar não somente a disfunção no desenvolvimento neural, mas 
também nos déficits da migração, conexões, e uma alteração na 
plasticidade cerebral e anormalidade estrutural (Murakami et al., 
2005). Tais considerações conduzem à hipótese de que reduções 





1.4.3 Sistema Colinérgico 
 
A acetilcolina (ACh) foi inicialmente descrita como 
sendo um mediador da função celular e que estimulava o nervo 
parassimpático. A partir disso, foi descrito, purificado e 
determinado o receptor nicotínico, sendo até hoje descritos 
muitos subtipos desse receptor, além da estrutura das 
colinesterases e transportadores (Taylor e Brown, 1994). Sabe-se 
também que além da ação neurotransmissora, a ACh possui 
também uma função moduladora, pois regula a ação de outros 
neurotransmissores no SNC (Taylor e Brown, 1994). 
A ACh é um neurotransmissor excitatório que atua na 
junção neuromuscular de neurônios pós-sinápticos e músculos 
esqueléticos (Lehninger et al., 2007). A ACh é sintetizada no 
neurônio pré-sináptico a partir de colina e acetil-coenzima A pela 
enzima colina acetiltransferase, posteriormente é armazenada em 
vesículas via um transportador vesicular de ACh. Uma vez que 
ocorre um estímulo, as vesículas liberem ACh na fenda sináptica, 
e esta é rapidamente degradada em íon acetato e colina pela 
enzima AChE, a qual se encontra em tetrâmeros ancorados a 
membrana plasmática ou como monômeros solubilizados na 
fenda (Soreq e Seiman, 2001). Liberada na fenda a ACh pode 
ativar dois tipos de receptores: nicotínicos ou muscarínicos (M) 
(Purves et al., 2001). Os receptores nicotínicos são receptores 
ionotrópicos localizados, no SNC, principalmente nos neurônios 
pré-sinápticos onde modulam a liberação do neurotransmissor 
(Gotti et al., 2006), e estudos recentes demonstram que agonistas 
destes podem promover melhora na memória de reconhecimento 
e de trabalho (Boess et al., 2007). Já os receptores muscarínicos 
são divididos em cinco tipos (M1-M5), e são os principais 
receptores mediadores dos estímulos colinérgicos, modulando 
vários canais iônicos e a excitabilidade neuronal. Dentre os cinco 
subtipos de receptores, o M1 parece possuir papel chave no 
processo de aprendizado e memória (figura 6), promovendo a 
potenciação de longa duração e a plasticidade sináptica no 





Figura 6: Representação esquemática de uma sinapse colinérgica. 
ACh é sintetizada no neurônio pré-sináptico a partir de colina e acetil-
coenzima A pela enzima colina acetiltransferase, posteriormente é 
armazenada em vesículas via um transportador vesicular de ACh. O 
estímulo e as vesículas liberem ACh na fenda sináptica, esta é 
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rapidamente degradada num íon acetato e colina pela enzima AChE, a 
qual se encontra em tetrâmeros ancorados a membrana plasmática ou 
como monômeros solubilizados na fenda (Soreq e Seiman, 2001). 
Liberada na fenda a ACh pode ativar dois tipos de receptores: 
nicotínicos ou muscarínicos (M) (Purves et al., 2001; Soreq e Seiman, 
2001).  
 
A AChE, enzima mais importante das colinesterases, é 
uma serina hidrolase que catalisa a hidrólise da ACh inativando-a 
e regulando a concentração do neurotransmissor na fenda 
sináptica. Essa enzima contém uma unidade catalítica conhecida 
por tríade, composta por serina, histidina e glutamato, que se 
localiza no interior da enzima (Soreq e Seidman, 2001). A AChE 
apresenta duas formas moleculares: forma assimétrica, localizada 
na junção neuromuscular e a forma globular, existente como 
monômeros (G1), dímeros (G2) ou tetrâmeros (G4) catalíticos e 
localizam-se no SNC (Talesa, 2001), sendo que a forma G4 
ligada à membrana é a mais abundante do SNC (Das et al., 2001). 
A ACh é responsável por várias funções por todo o 
organismo, dentre os quais, destacam-se: vasodilatação (pela 
liberação de óxido nítrico (ON)), contração, miose, secreção 
salivar, bradicardia e controle da transmissão de impulsos 
nervosos através de sinapses colinérgicas. Além disso, é essencial 
na formação, manutenção e evocação de memória e 
aprendizagem (Taylor & Brown, 1994; Milatovic & Dettbarn, 
1996). Diante dos sintomas clínicos já descritos da tirosinemia 
tipo II e por até o momento não apresentar dados da enzima 
AChE dessa doença na literatura, acredita-se que a enzima AChE 





Considerando que pacientes com tirosinemia tipo II 
apresentam sintomas como tremor, ataxia, distúrbios na 
coordenação motora, déficit de linguagem, atraso cerebral, déficit 
cognitivo e que os mecanismos das disfunções neurológicas 
desses pacientes são pouco conhecidos; especula-se que o 
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metabolismo energético (Ramos et al., 2013), os fatores 
neurotróficos (Ferreira et al., 2013) e o sistema colinérgico 
estejam envolvidos no mecanismo fisiopatológico dessa doença. 
Portanto, neste trabalho foi investigado a toxicidade da tirosina 
sobre o metabolismo energético in vivo e in vitro em cérebro e 
fígado de ratos, bem como seu efeito sobre os níveis de BDNF e 
atividade da enzima AChE com o objetivo de contribuir na 
elucidação dos mecanismos bioquímicos responsáveis pelos 
sintomas neurológicos de pacientes tirosinemicos, sendo que o 
































2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar o efeito da L-tirosina sobre  parâmetros de 
metabolismo energético, fator neurotrófico e atividade da enzima 
acetilcolinestease em ratos em diferentes fases do 
desenvolvimento. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Avaliar o efeito in vitro da L-tirosina sobre atividade 
das enzimas citrato sintase, succinato desidrogenase e malato 
desidrogenase do ciclo de Krebs no córtex cerebral, hipocampo, 
estriado e fígado de ratos com 30 dias de idade; 
- Avaliar o efeito in vitro da L-tirosina sobre os 
complexos I, II, II-III e IV da cadeia respiratória mitocondrial no 
córtex cerebral, hipocampo, estriado e fígado de ratos com 30 
dias de idade; 
- Avaliar o efeito da administração aguda de L-tirosina 
sobre atividade das enzimas citrato sintase, succinato 
desidrogenase e malato desidrogenase do ciclo de Krebs no 
córtex cerebral, hipocampo, estriado e fígado de ratos com 30 
dias de idade; 
- Avalia o efeito da administração aguda de L-tirosina 
sobre os complexos I, II, II-III e IV da cadeia respiratória 
mitocondrial no córtex cerebral, hipocampo, estriado e fígado de 
ratos com 30 dias de idade; 
- Avaliar o efeito da administração aguda de L-tirosina 
sobre os níveis de BDNF e análise transcricional (expressão) de 
BDNF no córtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos com 10 
dias de idade e com 30 dias de idade; 
- Avaliar o efeito da administração crônica de L-tirosina 
sobre os níveis de BDNF e análise transcricional (expressão) de 
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BDNF no córtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos em 
desenvolvimento (sétimo ao trigésimo dia de idade); 
- Avaliar a administração aguda de L-tirosina sobre a 
atividade da enzima AChE e análise transcricional (expressão) de 
ache no córtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos com 10 
dias de idade e com 30 dias de idade; 
- Avaliar a administração crônica de L-tirosina sobre a 
atividade da enzima AChE e análise transcricional (expressão) de 
ache no córtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos em 





























3  MATERIAL E MÉTODOS  
 
Os experimentos foram realizados no Laboratório 
de Bioenergética da Universidade do Extremo Sul Catarinense 
(UNESC) e no Laboratório de Biologia Genômica e Molecular da 
Pontífica Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS).  
Todos os procedimentos experimentais foram 
realizados de acordo com as recomendações internacionais para o 
cuidado e o uso de animais de laboratório, além das 
recomendações para o uso de animais do Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal (COBEA). Este projeto foi executado 
após aprovação pela Comissão de Ética em Uso de Animais da 
Universidade do Extremo Sul Catarinense (CEUA) sob o 
protocolo número 42/2010.  
 
 
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS  
 
Foram utilizados 90 ratos machos da linhagem 
Wistar, destes 24 possuíam 7 dias de idade (10-20 g), 24 ratos 
possuíam 10 dias de idade (30-40 g) e 42 apresentaram 30 dias de 
idade (100-150 g). Considerando que todos os experimentos 
foram realizados com n de 6 ratos cada grupo, e a análise semi-
quantitativa de transcriptase reversa de reação em cadeia de 
polimerase (RT-PCR) foi utilizado os mesmos ratos da análise 
dos níveis de BDNF e atividade de AChE correspondente. Os 
ratos foram obtidos do biotério da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense e foram mantidos em 5 animais por caixa, com ciclo 
claro - escuro de 12 horas (07:00 - 19:00) (Claro das 7:00 - 
19:00)  com comida e água ad libitum. O ambiente foi mantido a 
temperatura de 23 + 1º C.  
 
3.2 EXPERIMENTO IN VITRO 
 
Preparação da amostra e incubação: Ratos Wistar machos de 
30 dias de idade sofreram eutanásia por decapitação, o cérebro e 
fígado removidos e as estruturas cerebrais isoladas. A seguir, o 
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córtex cerebral, hipocampo, estriado e fígado foram 
homogeneizados em tampões específicos de cada técnica. O 
homogeneizado obtido foi levado à centrifugação por rotação e 
tempo segundo protocolos específicos para cada técnica. O 
sobrenadante obtido foi separado. Finalmente, alíquotas foram 
retiradas e armazenadas para posterior análise. O tempo de 
incubação dependeu de cada experimento, sendo incubado o 
homogeneizado na ausência da tirosina (grupo controle) ou na 
presença da mesma, nas concentrações de 0.1 mM; 1.0 mM; 2.0 




3.3 EXPERIMENTO IN VIVO 
 
A L-tirosina foi diluída em solução salina (potencial 
hidrogeniônico (pH) foi ajustado para 7,4) e o equivalente a 500 
mg/kg de L-tirosina livre foi administrada por via intraperitoneal. 
Esta dose foi escolhida de forma a obter as concentrações de 
tirosina cerca de 10 vezes mais que o fisiológico, 1 hora após a 
administração (Morre et al., 1980; Bongiovanni et al., 2003), que 
são variações de concentração semelhante à tirosina plasmática 
observada em pacientes afetados pela tirosinemia tipo II (Mitchell 




3.3.1 Administração aguda 
 
Para a administração aguda de L-tirosina uma única 
administração intraperitoneal de salina (grupo controle) ou L-
tirosina (500 mg/kg) foi administrada em ratos com 10 e 30 dias 
de idade. Após 1 hora da administração os ratos sofreram 
eutanásia por decapitação e as estruturas cerebrais como córtex 
cerebral, hipocampo e estriado foram separadas para as dosagens 
bioquímicas, e somente ratos com 30 dias de idade foram 
utilizados para retirar o fígado para análises do metabolismo 
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energético. Para as amostras que foram realizadas análise 




3.3.2 Administração crônica 
 
Para a administração crônica de L-tirosina, ratos com 7 
dias de idade receberam administrações diárias intraperitoneal de 
salina (grupo controle) ou L-tirosina (500 mg/kg), a cada 12 
horas, durante 23 dias. Após 12 horas da última administração, os 
ratos sofreram eutanásia por decapitação, e as estruturas cerebrais 
como córtex cerebral, hipocampo e estriado foram separadas para 
as dosagens bioquímicas. Para as amostras que foram realizadas 





3.4 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 
 
3.4.1 Atividade das enzimas do ciclo de Krebs 
 
Atividade da citrato sintase: A atividade da enzima citrato sintase 
foi avaliada em um meio de incubação contendo 5’,5’’-ditiobis-
(2-nitrobenzoato) (DTNB) 0,1 mM, ácido oxaloacético 0,2 mM, 
Triton X-100 0,1 % e acetil-CoA 0,1 mM, em um tampão Tris-
(ácido clorídrico) HCl 100 mM, pH 8,0. A redução do DTNB a 
ácido 2-nitro-5-tiobenzóico (TNB) foi medida 
espectrofotometricamente a 412 nm por 5 minutos a 25ºC (Srere, 
1969). 
 
Atividade da malato desidrogenase: A atividade NADH-
específica da malato desidrogenase foi avaliada 
espectrofotometricamente conforme o método descrito por Kitto 
(1969). A reação foi iniciada após a adição de oxaloacetato e o 
consumo de NADH foi acompanhado através da redução da 
absorbância em 340 nm durante 3 a 5 minutos a 37ºC. 
 
Atividade da succinato desidrogenase: Para a medida da atividade 
da enzima succinato desidrogenase, ao meio de incubação 
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contendo tampão fosfato de potássio 62,5 mM pH 7,4, Triton X-
100 0,1 %, succinato de sódio 1 mM e dicloroindofenol (DCIP) 9 
M, foi adicionado na amostra contendo cerca de 80 a 140 g de 
proteína. Os sistemas foram pré-incubados por 30 minutos a 30°C 
em banho-maria e, após, foram adicionados azida sódica 4,3 mM, 
rotenona 7 M, metassulfato de fenazina 1 mM e DCIP 42 M. A 
redução do DCIP é determinada em 600 nm durante 5 minutos a 
25°C (Fischer et al., 1985).  
 
 
3.4.2 Atividade das enzimas da cadeia respiratória 
mitocondrial 
 
Atividade do complexo I: A atividade da NADH desidrogenase 
foi avaliada pelo método descrito por Cassina e Radi (1996) pela 
taxa de NADH-dependente da redução do ferricianeto a 420 nm. 
 
Atividade do complexo II: O meio de incubação foi constituído 
de fosfato de potássio (40 mM, pH 7,4), succinato de sódio (16 
mM) e DCIP (8 mM). Inicialmente pré-incubar com 40-80 g de 
proteínas do homogeneizado a 30ºC por 20 minutos. Depois, 
foram adicionados ao meio 4 mM de azida sódica e 7 mM de 
rotenona e a reação iniciou com adição de 40 M de DCIP. As 
absorbâncias foram registradas por 5 minutos a 600 nm. A 
atividade do complexo II foi medida pela diminuição da 
absorbância causada pela redução do 2,6-dicloroindofenol 
(DCIP) (Fischer et al., 1985). Os resultados foram expressos em 
nmol. min
-1
. mg de proteína
-1 
 
Atividade do complexo II-III: O meio de reação, constituído de 
fosfato de potássio (40 mM, pH 7,4), contendo succinato de sódio 
(16 mM), foi pré-incubado com 40-80 mg de proteínas do 
homogeneizado a 30ºC por 30 minutos. Em seguida, foram 
adicionados 4 mM de azida sódica e 7 mM de rotenona e a reação 
se iniciou pela adição de 0,6 mg/mL de citocromo c e as 
absorbâncias foram registradas por 5 minutos a 550 nm. A 
atividade do complexo II-III foi medida pelo aumento da 
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absorbância causado pela redução do citocromo c (Fischer et 
al.,1985). Os resultados foram expressos em nmol. min
-1





Determinação da atividade do Complexo IV (citocromo c 
oxidase): O meio de incubação foi composto por tampão fosfato 
de potássio (10 mM, pH 7,0), dodecil-maltisídeo (0,6 mM) e 10-
20 mg de proteínas (homogeneizado). A reação foi iniciada com a 
adição de 0,7 mg de citocromo c reduzido. A atividade do 
complexo IV foi medida a 25ºC por 10 minutos. A atividade da 
citocromo c oxidase foi medida pelo decréscimo na absorbância 
devido à oxidação de citocromo c previamente reduzido. As 
leituras foram feitas a 550 nm (Rustin et al., 1994). Os resultados 
foram expressos em nmol. min
-1




3.4.3 Avaliação dos níveis de BDNF 
 
Níveis de BDNF em amostras de cérebro foram 
determinados por imunoensaio (ELISA Sanduíche) através dos 
kits da Chemicon International e R&D Sistems. Resumidamente, 
placas de microtitulação foram revestidas durante a noite à 
temperatura ambiente com o anticorpo monoclonal anti-BDNF a 
4 ug/mL em tampão fosfato-salino PBS. Em seguida, as placas 
foram lavadas três vezes com tampão de lavagem e foi bloqueada 
durante 1 hora com PBS contendo leite em pó desnatado a 5%.  
Após a lavagem, as placas foram revestidas durante a noite a 4° 
C, com as amostras diluído a 1:200 em diluente de amostra (PBS 
com Albumina de soro bovino (BSA) a 1%) e a curva padrão 
variou de 7,8 a 500 pg/ml de BDNF. As placas foram lavadas 
novamente e foi adicionado um anticorpo anti-BDNF biotinilado 
a 0,2 ug/ml em PBS, o qual foi incubado durante 2 horas. Após a 
lavagem, foi realizada a incubação durante 1 hora a temperatura 
ambiente com streptavidinperoxidase conjugado (diluído a 
1:1000 em diluente da amostra). Depois, as placas foram lavadas 
e incubadas com o substrato durante 20 minutos à temperatura 
ambiente. Finalmente, foi adicionada solução de paragem e então 
determinado os níveis de BDNF por absorvância a 450 nm. A 
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curva padrão demonstrou uma relação direta entre a densidade 
óptica e concentração de BDNF. 
 
3.4.4 Avaliação da atividade da enzima acetilcolinesterase 
 
A atividade da AChE foi determinada pelo método de 
espectrometria de acordo com a técnica descrita por Ellman e 
colaboradores (1961). Os índices de hidrólise foram mensurados 
na presença de ACh na concentração de 0,8 mM em 1,0 mL de 
solução com 30 mM de tampão fosfato pH 7,5 e 1,0 mM de 
DTNB a 25°C. O resultado da reação de hidrólise da solução foi 
medido pela formação de tiolato de di-ânion a 412 nm.  
 
3.4.5 Desenho dos primers e análise semi-quantitativa de 
RT-PCR 
 
Primers específicos foram desenhados utilizando o 
programa Oligos 9.6. Com o objetivo de confirmar a 
especificidade dos primers desenhados, cada primer foi 
comparado com o genoma humano. Foi utilizado apenas primers 
que anelaram com as respectivas sequências alvo, impedindo uma 
amplificação não especifica. O RNA foi extraído utilizando o 
reagente TRIzol
®
 (Invitrogen, USA) de acordo com as instruções 
do fabricante. A pureza e quantificação do RNA foram realizadas 
por espectrofotometria através da relação dos valores de 
absorbância a 260 e 280 nm. Todas as amostras foram ajustadas 
para uma concentração de 160 ng/µL e o ácido 
desoxirribonucleico complementar (cDNA) de cada amostra foi 
sintetizado utilizando o kit “SuperScript
TM
 III First-Strand 
Synthesis SuperMix” (Invitrogen, USA). Para cada conjunto de 
reações de reação de cadeia polimerase (PCR), foi incluído um 
controle negativo. Os produtos de PCR foram identificados em 
gel de agarose 1% utilizando o marcador de peso molecular “Low 
DNA Mass Ladder” (Invitrogen, USA). A abundância relativa de 
cada mRNA foi determinada por comparação com o mRNA do 
gene da β-actina utilizando o programa “ImageJ 1.37” para 
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Windows. Cada experimento foi repetido pelo menos três vezes 
utilizando RNA isolado de extrações independentes.~ 
 
 
3.4.6 Determinação da proteína 
 
 Foi realizada através do método de Lowry e 




3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
A análise estatística utilizada foi selecionada de acordo 
com o desenho experimental utilizado e com o tipo de 
distribuição apresentado pelo conjunto dos dados. Assumindo que 
os dados obtiveram uma distribuição normal, para comparação de 
três ou mais médias foi utilizada análise de variância (ANOVA) 
de uma via para análise dos dados obtidos na determinação dos 
efeitos bioquímicos do composto testado seguido do teste post 
hoc de Tukey. Na comparação entre duas médias foi utilizado o 
teste de Student para amostras independentes ou pareadas. As 
análises estatísticas foram feitas pelo programa SPSS versão 17.0. 



















O presente estudo avaliou o efeito in vitro e in vivo de L-
tirosina sobre o metabolismo energético no córtex cerebral, 
hipocampo, estriado e fígado de ratos com 30 dias de idade. Este 
estudo também analisou os níveis de BDNF e mRNA para bdnf 
no córtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos após 
administração aguda da L-tirosina em ratos com 10 e 30 dias de 
idade, e após administração crônica de L-tirosina em ratos em 
desenvolvimento, e por fim foi avaliado a atividade da AChE e 
mRNA de ache no córtex cerebral, hipocampo, estriado de ratos 
após administração aguda de L-tirosina em cérebro de ratos com 
10 e 30 dias de idade, e após administração crônica de L-tirosina 




4.1 METABOLISMO ENERGÉTICO IN VITRO 
 
Foi avaliado o efeito in vitro da L-tirosina, nas 
concentrações de 0.1; 1.0; 2.0 ou 4.0 mM, sobre o metabolismo 
energético no córtex cerebral, hipocampo, estriado e fígado de 
ratos com 30 dias de idade. O efeito da L-tirosina sobre a 
atividade da enzima citrato sintase ocasionou uma diminuição na 
atividade desta enzima somente no córtex cerebral nas 
concentrações de 2.0 e 4.0 mM, enquanto que nas demais 
concentrações não houve diferença significativa quando 
comparado ao grupo controle. Quando avaliado a atividade da 
enzima succinato desidrogenase observou-se um aumento no 
hipocampo nas concentrações de 1.0; 2.0 ou 4.0 mM e no estriado 
somente na concentração de 4.0 mM de L-tirosina. No córtex 
cerebral e no fígado houve um aumento da atividade da succinato 
desidrogenase em todas as concentrações de L-tirosina avaliadas, 
quando comparado ao grupo controle. No entanto, a atividade da 
enzima malato desidrogenase não foi alterada nas estruturas 
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analisadas e nas concentrações de L-tirosina avaliadas quando 
comparada ao grupo controle (Figura 7). 
 
 
Figura 7: Efeito in vitro da L-tirosina sobre atividade da enzima citrato 
sintase, succinato desidrogenase e malato desidrogenase no córtex 
cerebral, hipocampo, estriado e fígado de ratos com 30 dias de idade. Os 
dados foram analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) 
seguida por post-hoc Tukey quando F for significante. Valores são 
expressos por nmol/min.mg proteína, média   desvio padrão (D.P.) 
(n=6). * Diferente do controle; p<0.05. Tir = L-tirosina. 
 
A atividade dos complexos I, II, II-III e IV da cadeia 
respiratória mitocondrial também foram avaliadas no córtex 
cerebral, hipocampo, estriado e fígado de ratos com 30 dias de 
idade. A atividade do complexo I foi diminuída somente no 
hipocampo e na maior concentração de L-tirosina (4.0 mM), 
enquanto as demais estruturas em diferentes concentrações de L-
tirosina avaliadas não foram significativamente diferentes quando 
comparado ao grupo controle. No complexo II foi observada uma 
diminuição da sua atividade no córtex cerebral e em todas as 
concentrações de L-tirosina testadas, e no fígado também houve 
uma diminuição da atividade do complexo II nas concentrações 
de 1.0; 2.0 e 4.0 mM. No entanto, a atividade do complexo II-III 
da cadeia respiratória mitocondrial não foi alterada nas estruturas 
e concentrações de L-tirosina testadas quando comparado ao 
grupo controle. Já o complexo IV apresentou uma diminuição na 
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sua atividade somente no córtex cerebral nas concentrações de 




Figura 8: Efeito in vitro da L-tirosina sobre atividade dos complexos I, 
II, II-III e IV no córtex cerebral, hipocampo, estriado e fígado de ratos 
com 30 dias de idade. Os dados foram analisados por análise de 
variância de uma via (ANOVA) seguida por post-hoc Tukey quando F 
for significante. Valores são expressos por nmol/min.mg proteína, média  
 D.P. (n=6). * Diferente do controle; p<0.05. Tir = L-tirosina. 
 
 O efeito in vitro da L-tirosina sobre atividade das 
enzimas citrato sintase, succinato desidrogenase, malato 
desidrogenase, complexo I, complexo II, complexo II-III e 
complexo IV no córtex cerebral, hipocampo, estriado e fígado de 














Tabela 1: Efeito in vitro da L-tirosina sobre atividade das enzimas 
do metabolismo energético em cérebro e fígado de ratos com 30 













↓ 2.0 e 















1.0, 2.0 e 
4.0 Mm 

















































































4.2 METABOLISMO ENERGÉTICO IN VIVO 
 
Após administração aguda da L-tirosina em ratos com 30 
dias de idade foi avaliado a atividade de algumas enzimas do 
ciclo de Krebs, como citrato sintase, succinato desidrogenase e 
malato desidrogenase, no córtex cerebral, hipocampo, estriado e 
fígado de ratos. Foi observado que a atividade da enzima citrato 
sintase foi diminuída no córtex cerebral e fígado de ratos quando 
comparado ao grupo controle. Enquanto que no estriado houve 
um aumento na atividade da citrato sintase após a administração 
aguda de L-tirosina. Quando avaliado a atividade da enzima 
succinato desidrogenase foi diminuída no córtex cerebral e 
aumentada no estriado quando comparado ao grupo controle, 
após administração aguda de L-tirosina. No entanto, a atividade 
da enzima malato desidrogenase foi diminuída no córtex cerebral 
e fígado de ratos com 30 dias de idade após administração aguda 
de L-tirosina quando comparado ao grupo controle (Figura 9).  
 
Figura 9. Efeito da administração aguda de L-tirosina sobre atividade da 
enzima citrato sintase, succinato desidrogenase e malato desidrogenase 
no córtex cerebral, hipocampo, estriado e fígado de ratos com 30 dias de 
idade. Os dados foram analisados por teste Student quando F for 
significante. Valores são expressos por nmol/min.mg proteína, média   




A atividade dos complexos I, II, II-III e IV da cadeia 
respiratória mitocondrial também foi avaliada após administração 
aguda de L-tirosina no córtex cerebral, hipocampo, estriado, 
fígado de ratos com 30 dias de idade. Foi observado que a 
atividade do complexo I foi diminuída no córtex cerebral e 
aumentada no estriado quando comparado ao grupo controle. No 
entanto, a atividade do complexo II quando avaliada foi 
observado uma diminuição no córtex cerebral e fígado de ratos, 
após administração aguda de L-tirosina em ratos com 30 dias de 
idade quando comparado ao grupo controle. O mesmo observou-
se na atividade do complexo II-III, onde houve uma diminuição 
no córtex cerebral e fígado de ratos após administração aguda de 
L-tirosina quando comparado ao grupo controle. A atividade do 
complexo IV também foi diminuída no córtex cerebral e fígado 
de ratos com 30 dias de idade após administração aguda de L-
tirosina (Figura 10). 
 
 
Figura 10: Efeito da administração aguda de L-tirosina sobre atividade 
dos complexos I, II, II-III e IV no córtex cerebral, hipocampo, estriado e 
fígado de ratos com 30 dias de idade. Os dados foram analisados por 
teste Student quando F for significante. Valores são expressos por 
nmol/min.mg proteína, média   D.P. (n=6). * Diferente do controle; 
p<0.05. 
 
O efeito in vivo da L-tirosina sobre atividade das enzimas 
citrato sintase, succinato desidrogenase, malato desidrogenase, 
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complexo I, complexo II, complexo II-III e complexo IV no 
córtex cerebral, hipocampo, estriado e fígado de ratos com 30 
dias de idade foi resumido na tabela 2. 
Tabela 2: Efeito in vivo da L-tirosina sobre atividade das enzimas 
do metabolismo energético em cérebro e fígado de ratos com 30 
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4.3 NÍVEIS DE BDNF E mRNA BDNF 
 
Os níveis de BDNF e expressão de mRNA para bdnf 
foram avaliados no córtex cerebral, hipocampo e estriado após 
administração aguda de L-tirosina de ratos com 10 e 30 dias de 
idade, e após administração crônica de L-tirosina no córtex 
cerebral, hipocampo e estriado de ratos em desenvolvimento. Em 
ratos com 10 dias de idade houve uma diminuição nos níveis de 
BDNF apenas no estriado após administração aguda de L-
tirosina. No entanto, em ratos com 30 dias de idade houve uma 
diminuição nos níveis de BDNF no hipocampo e estriado após 
administração aguda de L-tirosina quando comparado ao grupo 
controle. Após administração crônica de L-tirosina foi observado 
um aumento nos níveis de BDNF no estriado de ratos em 
desenvolvimento quando comparado ao grupo controle (Figura 
11 A, B e C respectivamente). 
 
 
Figura 11: Efeito da administração aguda de L-tirosina sobre os níveis 
de BDNF no córtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos com 10 dias 
de idade (A), com 30 dias de idade (B) e após administração crônica de 
L-tirosina (C). Os dados foram analisados por teste Student quando F for 
significante. Valores são expressos por nmol/min.mg proteína, média   




Após avaliação dos níveis de BDNF, foi analisado o 
mRNA de bdnf nas estruturas cerebrais que houve alteração nos 
níveis da neurotrofina de ratos com 10 e 30 dias de idade após 
administração aguda de L-tirosina, e após administração crônica 
de L-tirosina em ratos em desenvolvimento. Em ratos 10 dias de 
idade, houve uma diminuição na expressão de mRNA de bdnf no 
estriado quando comparado ao grupo controle, após 
administração aguda de L-tirosina em estriado. No entanto com 
ratos de 30 dias de idade, não houve alteração na expressão de 
mRNA de bdnf quando comparado ao grupo controle, após 
administração aguda de L-tirosina no hipocampo e estriado. Após 
administração crônica de L-tirosina não houve uma alteração na 
expressão de mRNA de bdnf no estriado de ratos em 
desenvolvimento quando comparado ao grupo controle (Figura 
12 A, B e C respectivamente). 
 
 
Figura 12: Expressão do mRNA de bdnf  no estriado de ratos com 10 
dias de idade após administração aguda de L-tirosina (A), no hipocampo 
e estriado de ratos com 30 dias de idade (B) e no estriado após 
administração crônica de L-tirosina (C). Os dados foram analisados por 
teste Student quando F for significante. Valores são expressos por 




O efeito da administração aguda e crônica de L-tirosina 
sobre os níveis de BDNF e expressão de mRNA de bdnf em 
córtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos com diferentes 
idades foi resumido na tabela 3. 
 
Tabela 3: Efeito da administração aguda e crônica de L-tirosina 
sobre os níveis de BDNF e mRNA de bdnf em cérebro de ratos 













ratos com 30 




ratos com 10 















ratos com 10 







4.4 ATIVIDADE DA AChE E mRNA DE ache 
 
A atividade da enzima AChE e expressão do mRNA para 
ache foram avaliadas após administração aguda de L-tirosina no 
córtex cerebral, hipocampo e estriado  de ratos com 10 e 30 dias 
de idade, e após administração crônica de L-tirosina em ratos em 
desenvolvimento. Nossos resultados demonstraram que houve um 
aumento na atividade da AChE no córtex cerebral, hipocampo, 
estriado em ratos de 10 dias de idade após administração aguda 
de L-tirosina. O mesmo aconteceu após administração aguda de 
L-tirosina em ratos com 30 dias de idade, onde houve um 
aumento na atividade da enzima AChE no córtex cerebral, 
hipocampo e estriado de ratos. Após administração crônica de L-
tirosina houve um aumento na atividade da enzima AChE no 
córtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos em 
desenvolvimento (Figura 13 A, B e C respectivamente). 
  
  
Figura 13: Efeito da administração aguda de L-tirosina sobre atividade 
da enzima AChE no córtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos com 
10 dias de idade (A), com 30 dias de idade (B) e após administração 
crônica de L-tirosina (C). Os dados foram analisados por teste Student 
quando F for significante. Valores são expressos por nmol/min.mg 




Após avaliação da atividade da enzima AChE, foi 
analisado o mRNA de ache nas estruturas cerebrais que houve 
alteração na atividade enzimática de ratos com 10 e 30 dias de 
idade após administração aguda de L-tirosina, e após 
administração crônica de L-tirosina em ratos em 
desenvolvimento. Nossos resultados demonstraram que houve 
uma diminuição no mRNA de ache somente no hipocampo, após 
administração aguda de L-tirosina em ratos com 10 dias de idade. 
Após administração aguda de L-tirosina em ratos com 30 dias de 
idade houve uma diminuição no mRNA de ache somente no 
hipocampo quando comparado ao grupo controle. E por fim após 
administração crônica de L-tirosina houve uma diminuição no 
mRNA de ache no estriado de ratos em desenvolvimento (Figura 
14 A, B e C respectivamente). 
 
  
Figura 14: Expressão do mRNA de ache no córtes cerebral, hipocampo e 
estriado de ratos com 10 dias de idade (A), com 30 dias de idade (B) 
após administração aguda de L-tirosina, e após administração crônica de 
L-tirosina (C). Os dados foram analisados por teste Student quando F for 
significante. Valores são expressos por nmol/min.mg proteína, média   




O efeito da administração aguda e crônica de L-tirosina 
sobre a atividade da AChE e níveis de mRNA de ache no córtex 
cerebral, hipocampo e estriado de ratos com diferentes idades foi 
resumido na tabela 4. 
Tabela 4: Efeito da administração aguda e crônica de L-tirosina 
sobre a atividade da AChE e os níveis de mRNA de ache em 
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A tirosinemia tipo II é caracterizada pelos altos níveis de 
tirosina nos tecidos e fluidos fisiológicos de pacientes deficientes 
da enzima TAT (Mitchell et al., 1995, Mitchell et al., 2001, 
2013). Os sintomas decorrentes da deficiência da TAT são bem 
descritos, porém os mecanismos responsáveis pela fisiopatologia 
deste transtorno metabólico ainda são obscuros. Desta forma, o 
presente trabalho avaliou o efeito da L-tirosina sobre as enzimas 
do metabolismo energético em cérebro e fígado de ratos, sobre o 
BDNF e a enzima AChE em cérebro de ratos.  
  Sabendo que a TAT é produzida nos hepatócitos, e que 
a tirosinemia tipo II é caracterizada pela deficiência desta enzima, 
justifica-se a utilização do fígado no presente trabalho, já que um 
acúmulo de tirosina e/ou seus metabólitos podem levar a danos 
no fígado por uma sobrecarga do mesmo e consequentemente a 
danos no SNC por diferentes mecanismos ainda não esclarecidos 
(Nakamura et al, 2007). O córtex cerebral, hipocampo e estriado 
foram avaliados, uma vez que entre os sintomas mais prevalentes 
nos pacientes com tirosinemia tipo II, encontra-se déficit de 
aprendizado, linguagem e tremor (Lemonnier et al., 1979; 
Mitchell et al., 1995, Mitchell et al., 2001, 2013; Valikhani et al., 
2005). Adicionalemnte Morre e colaboradores (1980) 
demonstraram altas concentrações de L-tirosina no córtex 
cerebral após administração de tirosina em ratos com 10 dias de 
idade, quando comparado com o grupo controle. Sendo assim, é 
possível que danos nestas estruturas possam explicar parte da 
sintomatologia da tirosinemia tipo II. 
O desenvolvimento do SNC ocorre em fases que segue 
uma sequência precisa (Morgane et al., 1992). Sendo assim, no 
presente estudo, foram utilizados ratos de diferentes idades para 
acompanhar o desenvolvimento do cérebro. Slotkin e 
colaboradores (2005) identificaram uma elevação das exigências 
metabólicas e, assim, aumento da vulnerabilidade das células 
neuronais nos períodos de pico de diferenciação. O período mais 
rápido de crescimento dendrítico em cérebro de ratos encontra-se 
entre 8 a 14 dias pós-natal e, entre 2 e 3 anos em humanos 
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(Uylings, 2000). Semelhante a outras doenças metabólicas 
hereditárias, os pacientes tirosinemicos submetidos a níveis 
elevados de metabólitos acumulados (ou seja, tirosina) no período 
pós-natal, apresentam sintomas durante estágios críticos do 
desenvolvimento do SNC (Mitchell et al., 1995). Processos vitais 
como migração, divisão, diferenciação, crescimento e morte 
celular ocorrem no cérebro durante este período (Mistretta e 
Bradley, 1978). Entretanto, em algumas estruturas, como o giro 
denteado no hipocampo, o fenômeno de neurogênese (nascimento 
e maturação celular de neurônios) ocorre durante o período de 
desenvolvimento dos animais e seres humanos (Malberg, 2004). 
Neste sentido nós demonstramos que a L-tirosina in vitro 
inibiu a atividade da citrato sintase no córtex cerebral, enquanto a 
atividade da succinato desidrogenase foi aumentada no córtex 
cerebral, hipocampo, estriado e no fígado. A atividade na malato 
desidrogenase não houve alteração quando comparada ao grupo 
controle. A atividade do complexo I foi inibida no hipocampo, a 
atividade do complexo II foi inibida no córtex cerebral e fígado, a 
atividade do complexo II-III não foi alterado e a atividade do 
complexo IV foi diminuído no córtex cerebral. Após 
administração aguda de L-tirosina em ratos com 30 dias de idade, 
observou-se uma inibição da atividade da citrato sintase no córtex 
cerebral e fígado, porém no estriado houve um aumento dessa 
atividade. A atividade da succinato desidrogenase e do complexo 
I foram diminuídas no córtex cerebral e aumentadas no estriado. 
A atividade da malato desidrogenase, complexos II, II-III e IV 
foram diminuídas no córtex cerebral e fígado após administração 
aguda de L-tirosina em ratos com 30 dias de idade.  
Os presentes resultados demonstraram um decréscimo do 
metabolismo energético no córtex cerebral semelhantes aos 
resultados observados em estudos anteriores que descrevem uma 
diminuição na atividade da piruvato quinase e creatina quinase 
em frações citosólicas e mitocondriais no córtex cerebral de ratos 
com 14 dias de idade, após administração aguda de L-tirosina (de 
Andrade et al., 2011; 2012). Curiosamente, os nossos resultados 
demonstraram um aumento na atividade da citrato sintase, 
succinato desidrogenase e complexo I somente no estriado. Nós 
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sugerimos que este aumento pode resultar em um mecanismo 
compensatório inicial, sendo que estudos anteriores têm 
demonstrado que o gânglio basal, composto pelo globo pálido, 
corpo estriado e substância nigra, é uma região cerebral afetada 
na tirosinemia tipo II, causando astrocitose, atraso da 
mielinização e estado de espongiose (divisão da mielina e 
vacuolização) (Sener, 2005). Essas alterações na concentração de 
mielina podem reduzir a produção aeróbica de ATP através das 
enzimas do metabolismo energético e complexos da cadeia 
respiratória mitocondrial (Morelli et al., 2011). 
Stoerner e colaboradores (1980) demonstraram que um 
elevado nível de tirosina no soro de pacientes pode afetar o 
metabolismo da dopamina no cérebro. Desta forma, sugerimos 
outra hipótese para o aumento do metabolismo energético no 
estriado, ou seja, na tirosinemia tipo II em um primeiro momento 
pode ocorrer um efeito direto da tirosina nos neurônios estriatais 
estimulando a produção de dopamina, em um curto período de 
tempo, e isso pode resultar no aumento do metabolismo 
energético.  
O nível cerebral preciso de tirosina no cérebro de 
pacientes com tirosinemia tipo II não é conhecida. No entanto, 
níveis de tirosina no plasma de pacientes com tirosinemia tipo II 
não tratados podem ultrapassar 1000 µM (Scott, 2006), mas 
outros estudos mostram que os valores de tirosina no plasma 
variam de 370 a 3420µM em crianças (Goldsmith et al., 1973;. 
Lemonnier et al., 1979; Rabinowitz et al., 1995; Macsai et al., 
2001; Mitchell et al., 1995, Mitchell et al., 2001, 2013; Sgaravatti 
et al., 2009), enquanto os níveis típicos de tirosina plasmática em 
humanos apresentam-se de 30 a 90 µM (Scriver e Rosenberg, 
1973).  
Sgaravatti e colaboradores (2009) demonstram que a 
administração aguda de 500 mg/kg de L-tirosina pode promover 
estresse oxidativo em córtex cerebral de ratos com 14 dias de 
vida. Considerando que as espécies reativas de oxigênio (ERO) 
inibem a cadeia respiratória mitocondrial, resultando na geração 
de mais ERO e assim tem a formação de um fenômeno cíclico 
(Adam-Vizi, 2005). Então, sugerimos que o estresse oxidativo 
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pode contribuir para a redução do metabolismo energético em 
cérebro de ratos conforme demonstrado em nossos resultados. 
Sendo assim, um excesso de subprodutos do catabolismo da 
tirosina pode causar distúrbios no ciclo da uréia, acidúria 
orgânica e diferentes graus de danos mentais, dependendo do 
nível e do tempo de exposição à toxina (García-Cazola et al., 
2009). 
Notavelmente, alguns mecanismos podem agir in vivo 
(mas não in vitro) e podem ser responsáveis pelos efeitos 
diferentes da tirosina observados em ambas as situações. Além 
disso, não se pode ignorar que os derivados da tirosina estão 
presentes in vivo. Isso pode ao menos, em parte, justificar os 
resultados encontrados no fígado após a ação da L-tirosina in 
vitro, que mostrou um aumento do metabolismo energético 
enquanto que in vivo apresentou uma inibição do metabolismo 
energético após administração aguda de L-tirosina.  
Conforme visto em estudos anteriores, os erros inatos do 
metabolismo provocam alguns danos ao metabolismo energético 
ocasionando, algumas vezes, problemas como anormalidades 
cerebrais, pelo déficit de ATP, como na doença do xarope do 
bordo (Ribeiro et al., 2008), homocisteína (Kolling et al., 2012) e 
tirosinemia tipo I (Rigante et al., 2005). Neste sentido, conforme 
nossos resultados a L-tirosina ocasiona danos ao metabolismo 
energético tanto in vitro quanto in vivo, o que ajuda a entender a 
fisiopatologia da tirosinemia tipo II.   
Por conseguinte, estudos sugerem que o aumento do 
estresse oxidativo está associado com a diminuição dos níveis de 
BDNF, embora uma relação causal não possa ser inferida (Wu et 
al, 1996.; Kapczinski et al., 2008). Vários mecanismos pelos 
quais o estresse oxidativo pode diminuir os níveis de BDNF 
foram sugeridos, incluindo a depleção de ATP (Wu et al., 1996).  
O BDNF é uma neurotrofina conhecida por desempenhar 
papel importante na sobrevivência, diferenciação e plasticidade 
neuronal (Snider, 1994; Kubo et al., 1995; Lewin e Barde, 1996; 
Nonomura et al., 1996). Estudos demonstram que o BDNF 
aumenta insultos excitotóxicos sob certas condições, e os efeitos 
do aumento da morte por fatores neurotróficos, tais como o 
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BDNF, podem ser divididos em dois aspectos: capacidade de 
aumentar o número final de células apoptóticas e a capacidade de 
acelerar o processo apoptótico (Gwag et al., 1995;. Koh et al., 
1995). 
De acordo com Monteggia e colaboradores (2004), o 
papel do BDNF em cérebro de adultos pode ser diferente quando 
comparado com cérebro em desenvolvimento. De fato, a perda 
seletiva de BDNF no cérebro de ratos adultos resulta na disfunção 
do hipocampo, e essa perda de BDNF durante os estágios iniciais 
de desenvolvimento cerebral contribui para hiperatividade e 
deficiências graves de aprendizado hipocampo-dependentes 
(Morgane et al., 1992) 
O envolvimento do SNC em pacientes tirosinemicos é 
variável. Pode apresentar desde retardo mental grave até 
pequenos danos cerebrais podendo estar associado com 
microcefalia, tremor, ataxia, comportamento auto-mutilador, bem 
como distúrbios de coordenação motora, déficit de linguagem e 
convulsões (Goldsmith et al., 1973; Lemonnier et al., 1979;. 
Rabinowitz et al., 1995;. Macsai et al., 2001;. Mitchell et al., 
1995, Mitchell et al., 2001, 2013; Valikhani et al., 2005).  
Neste estudo nós demonstramos que a administração 
aguda de L-tirosina em ratos com 10 dias de idade diminuiu os 
níveis de BDNF e expressão mRNA para bdnf  no estriado, o que 
sugere que a diminuição dos níveis de BDNF observados neste 
estudo está diretamente relacionado com uma menor expressão de 
mRNA para bdnf. Além disso, nós demonstramos que 
administração aguda de L-tirosina em ratos com 30 dias de idade 
houve uma diminuição nos níveis de BDNF no hipocampo e 
estriado, porém não houve modificações nos níveis de transcrição 
de BDNF em ambas as estruturas. Estes achados sugerem uma 
modulação pós-transcricional dos níveis de BDNF. Baydyuk e 
colaboradores (2011) demonstraram que a maioria dos receptores 
da proteína tirosina quinase B (TrkB) está localizado em 
neurônios do estriado de cérebro de rato adulto e a deleção do 
receptor TrkB no estriado em desenvolvimento pode causar uma 
diminuição da sobrevivência neuronal devido a perda seletiva dos 
neurônios do estriado. Estes resultados corroboram com o estudo 
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publicado por Gokce e colaboradores (2009) os quais 
demonstraram que proteínas quinases ativadas por mitógenos 
(MAPK) servem como indutoras da expressão do gene BDNF no 
estriado e que ativação transcricional mediada pelo BDNF no 
estriado requer receptores TrkB e cálcio intracelular e 
extracelular.  
Por outro lado, a administração crônica de L-tirosina 
aumentou os níveis de BDNF e não alterou a expressão de 
mRNA para bdnf  no estriado. Koh e colaboradores (1995) 
relataram que doses elevadas de BDNF (em concentrações de 10 
a 100 ng/mL) podem acelerar a necrose neuronal excitotóxica. 
Altos níveis de BDNF (12–20 ug/dia) inibem, significativamente, 
a regeneração axonal motora, mas em doses relativamente baixas 
desta neurotrofina (0,5-2 ug/dia) pode promover regeneração de 
neurônios motores periféricos de ratos. De acordo com Croll e 
colaboradores (1999) a super-expressão do BDNF está associada 
com a hiperexcitabilidade, que pode contribuir para os déficits de 
aprendizagem e de plasticidade. Assim, é possível especular que 
o aumento do BDNF no estriado após a administração crônica de 
L-tirosina pode estar associada com o aumento da excitabilidade 
cerebral. Além disso, o ensaio sanduiche ELISA não permite 
distinguir entre pró-BDNF e o BDNF maduro, assim o aumento 
dos níveis de BDNF total pode ser associado com o aumento de 
pró-BDNF e serve como ligante para o p75NTR e então iniciar a 
apoptose neuronal (Lee et al., 2001; Teng et al., 2005). Portanto é 
possível que o aumento dos níveis de BDNF possa ser um efeito 
protetor em resposta à toxicidade da L-tirosina.  
Os estudos parecem revelar um mecanismo pelo qual os 
eventos que são classicamente relacionados com a manutenção do 
equilíbrio de energia em uma célula, como estresse oxidativo, 
podem interagir com os eventos moleculares que modulam a 
plasticidade neuronal e comportamental (Wu et al, 1996; 
Kapczinski et al., 2008). O estresse oxidativo pode reduzir a 
expressão do mRNA para bdnf, diminuindo CREB (Zou e Crews, 
2006). Além disso, os produtos de peroxidação lipídica podem 
diminuir a ativação de CREB nos neurônios do hipocampo 
(Pugazhenthi et al., 2006). Por outro lado, Sgaravatti e 
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colaboradores (2009) mostraram que a administração aguda de L-
tirosina promove o estresse oxidativo no cérebro de ratos com 14 
dias de idade e, eventualmente, estimula o dano oxidativo à 
lípidos e proteínas. Assim, o estresse oxidativo pode contribuir 
para a diminuição dos níveis de BDNF observados após a 
administração aguda de L-tirosina. 
A hipertirosinemia diminui os níveis de BDNF de 
maneira semelhante a outros erros inatos de metabolismo. 
Curiosamente, um estudo realizado por Matté e colaboradores 
(2009) mostraram que a administração aguda de homocisteína em 
ratos provocou uma deficiência na consolidação da memória de 
curto e longo prazo em relação a tarefa de esquiva inibitória, e 
reduziram os níveis de BDNF no hipocampo. Kim e 
colaboradores (2006) demonstraram que ratos com doença de 
Gaucher apresentaram uma redução na expressão de bdnf e de ngf 
no córtex cerebral, tronco cerebral e cerebelo. Além disso, Zhang 
e colaboradores (2010) demonstraram que os níveis de BDNF e a 
expressão de mRNA para bdnf , além da fosforilação da Akt 
foram diminuidos após administração de fenilalanina. 
 Os resultados deste estudo indicam que a administração 
aguda de L-tirosina diminuiu os níveis de BDNF e a 
administração crônica ocasionou um aumento nos níveis do 
mesmo. Assim, sugerimos que uma regulação anormal da 
expressão de BDNF poderia contribuir, pelo menos em parte, 
com os danos cerebrais característicos na tirosinemia tipo II. 
Neste estudo observamos que a administração aguda e 
crônica de L-tirosina apresentam diferentes efeitos no cérebro. A 
justificativa para esta discrepância não é clara, mas pode estar 
relacionada com os efeitos de dessensibilização da L-tirosina 
repetida ou ainda com o mecanismo de adaptação, visto que a 
estimulação excessiva dos receptores de dopamina durante a 
exposição à psicoestimulantes induz várias alterações adaptativas 
moleculares na via dopaminérgica mesolímbica (Nestler, 2005). 
Nós sugerimos que a estimulação excessiva dos receptores de 
dopamina durante a exposição da L-tirosina induz diferentes 
alterações cerebrais, como no hipocampo e estriado, quando 
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compara-se os efeitos da administração crônica com aguda de L-
tirosina.  
De acordo com nosso estudo a administração de L-
tirosina induz a diminuição dos níveis de BDNF no cérebro de 
ratos em desenvolvimento. A redução de BDNF durante os 
estágios iniciais de desenvolvimento cerebral contribui para 
hiperatividade e deficiências graves de aprendizado (Monteggia 
et al., 2004). 
Além deste fator neurotrófico, a ACh também está 
envolvida na formação, manutenção e evocação de processos de 
memória e aprendizagem. Este neurotransmissor é hidrolisado 
pela AChE, inativando-a e regulando sua concentração na fenda 
sináptica (Tõugu e Kesvatera, 1996; Soreq e Seidman, 2001). Foi 
descrito que a AChE também está envolvida com a ativação glial, 
fluxo sanguíneo cerebral, cascata amilóide, bem como proteína de 
adesão no desenvolvimento e manutenção sináptica (Ballard et 
al., 2005).  
Os nossos resultados indicam que a administração aguda 
de L-tirosina em ratos de 10 e 30 dias de idade aumentou a 
atividade da AChE em hipocampo, estriado e córtex cerebral, 
enquanto quando avaliado o mRNA para ache foi visto que houve 
uma diminuição da expressão da enzima somente no hipocampo. 
Os resultados encontrados após administração crônica de L-
tirosina em ratos durante seu desenvolvimento, foi um aumento 
na atividade da AChE em hipocampo, estriado e córtex cerebral, 
e o mRNA para ache foi diminuído no estriado quando 
comparado ao grupo controle. Um excesso no nível de ACh 
mostrou ser neurotóxico, enquanto o contrário também é verdade, 
já que o nível baixo de ACh na junção sináptica pode influenciar 
negativamente na memória (Tõugu e Kesvatera, 1996; Soreq e 
Seidman, 2001). Com base em nossos resultados, podemos 
sugerir que o aumento da atividade da AChE, causada pela 
administração de L-tirosina, pode conduzir a uma redução da 
neurotransmissão colinérgica devido a uma diminuição dos níveis 
de ACh na fenda sináptica. Estas descobertas podem explicar, 
pelo menos em parte, a progressiva disfunção cognitiva e outras 
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disfunções neurológicas vistas em pacientes afetados por 
tirosinemia tipo II.  
A L-tirosina pode interferir no desenvolvimento do 
sistema colinérgico através do sistema dopaminérgico, visto que a 
tirosina é responsável pela produção de catecolaminas.  As 
células colinérgicas estão presentes na área do corpo tegmentar 
ventral e substância nigra onde modulam a atividade dos 
neurônios dopaminérgicos. A região do terminal dopaminérgica 
do núcleo accumbens contém um pequeno, mas importante, 
grupo de interneurônios colinérgicos que possuí extensas árvores 
dendríticas que formam sinapses com uma grande maioria de 
neurônios do núcleo accumbens. Juntamente com a entrada de 
ACh nos corpos celulares dopaminérgicos, o sistema colinérgico 
poderia desempenhar um papel vital no fluxo de informações 
sobre a propagação motivacional de estímulo através do sistema 
mesolímbico (Mark et al., 2011). Assim, acreditamos que um 
aumento nos níveis de tirosina, aumenta a síntese de 
catecolaminas e, consequentemente, pode interferir no 
desenvolvimento do sistema colinérgico.  
No presente estudo, a expressão do mRNA para ache 
diminuiu significativamente após a administração crônica de L-
tirosina no estriado enquanto que a atividade foi aumentada, 
sugerindo que esta região não está diretamente relacionado a uma 
maior expressão de ache. A maquinaria de transcrição é 
continuamente controlada pela regulação da transcrição/tradução, 
interações proteína-proteína/modificações e uma rede metabólica 
que forma um sistema que permite que a célula responda a 
estímulos diversos (Krishna et al., 2006). O fenômeno conhecido 
como feedback negativo (Salgado et al., 2001; Keseler et al., 
2005), que está situado na interface entre as redes metabólicas e 
genéticas, poderia levar ao aumento concomitante da hidrólise de 
ACh e a diminuição dos níveis de AChE no hipocampo após 
administração aguda de L-tirosina. Grifman e colaboradores 
(1997) também demostraram que a subunidade catalítica da 




Neste contexto, sugerimos que a fosforilação de PKA 
efetua a ativação da atividade da AChE após administração 
crônica de L-tirosina. Assim, a fosforilação de PKA pode ser um 
fator decisivo na mudança de conformação da enzima, causando 
um aumento na afinidade do substrato-enzima e da atividade das 
enzimas (Das et al., 2001; Melo et al., 2003; Aldunate et al., 
2004). Um possível mecanismo para fosforilação da PKA é o 
estresse oxidativo desde que esteja envolvido em diferentes 
eventos, tais como, o aumento dos níveis de adenosina 
monofosfato cíclico (AMPc) e ativação do AMPc/PKA 
dependente da via (Leclerc et al., 1997; Aitken et al., 1998; 
Herrero et al., 2000). Neste contexto, o estudo realizado por 
Scaini e colaboradores (2012) demonstrou que o tratamento com 
antioxidante foi capaz de impedir o aumento da atividade da 
AChE em cérebro de ratos com 30 dias de idade após a indução 
de um modelo animal de doença do xarope do bordo, um erros 
inato do metabolismo, mas não alterou os níveis do mRNA para 
ache.  
Muitos estudos foram realizados para definir a 
localização da AChE e as suas formas moleculares no cérebro 
(Koelle, 1963; Brimijoin e Hammond, 1996). Mecanismos pós-
transcricional explicam a variação espacial e temporal da AChE. 
Diferentes mecanismos podem operar no cérebro, o que se torna 
possível que o conteúdo local de AChE em cada uma das áreas 
cerebrais reflete na taxa de produção local de AChE, e por sua 
vez, reflete na quantidade do mRNA para ache (Legay et al., 
1993). A mais convincente discrepância entre os níveis do mRNA 
e da atividade da enzima é no estriado, a região do cérebro onde 
AChE é mais abundante. Ao descobrir o clone de cDNA para 
ache de rato, Legay e colaboradores (1993) observaram que o 
estriado era relativamente pobre em mRNA para ache conforme 
avaliado por Northern blotting. No entanto, sugere-se que o baixo 
nível geral do mRNA para ache estriatal pode envolver a escassez 
dos neurônios expressarem na transcrição, e isto pode explicar a 
mudança no estriado, após a administração de L-tirosina.  
O efeito da administração de L-tirosina no hipocampo 
não é conhecido. Mas acredita-se que a abundância da atividade 
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da enzima seja semelhante à quantidade de mRNA da proteína, 
visto que o nível de mRNA para ache em várias regiões cerebrais 
podem refletir na atividade da enzima. A consequência fisiológica 
que poderia ocorrer nos nossos resultados, na administração 
aguda e crônica, é um mecanismo compensatório. Este 
mecanismo faz com que tenha uma sub-regulação da expressão 
do mRNA para ache, que por sua vez reflete na taxa de produção 
de AChE (Hammond et al., 1994). 
Nossos resultados demonstraram um aumento na 
atividade da AChE em todas áreas do cérebro avaliada após a 
administração de L-tirosina. Sugerimos que pacientes 
tirosinemicos podem ser vulneráveis a níveis reduzidos de ACh 
na fenda sináptica causada pelo aumento da atividade da AChE, o 
que contribui para o comprometimento cognitivo progressivo e 
disfunções neurológica visto em pacientes afetados por 
























Em conclusão, não podemos afirmar se os altos níveis 
plasmáticos de tirosina ou de seus metabólitos que são os 
responsáveis pelo comprometimento do SNC, mas acreditamos 
que alterações no metabolismo energético, podem provocar 
anormalidades cerebrais, pelo déficit de ATP, e esses danos 
podem estar envolvido com a presença de estresse oxidativo. 
Desta forma sugerimos que a depleção de ATP pode estar 
associada com a diminuição dos níveis de BDNF e o aumento da 
atividade da AChE, bem como, o aumento da atividade da AChE 
pode estar envolvido com a diminuição nos níveis de BDNF 
conforme visto neste estudo, representado na figura 15.  
 
 
Figura 15: Representação esquemática dos resultados encontrados neste 
estudo e dados da literatura. A L-tirosina pode levar ao estresse 
oxidativo (Macêdo e colaboradores 2013; Sgaravatti a colaboradores 
2008, 2009) e a diminuição do metabolismo energético, e esses por sua 
vez estão diretamente ligados por serem causa ou consequência de seus 
efeitos. O estresse oxidativo e a diminuição do metabolismo energético 
podem levar à diminuição dos níveis de BDNF, bem como o aumento da 
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atividade da enzima AChE. O aumento da atividade da AChE pode levar 







































Pretendemos dar continuidade a este trabalho, 
confirmando nossos resultados e expandindo-os. Desta forma, 
nossas perspectivas são:  
- Avaliar todos os parâmetros realizados neste trabalho em 
cerebelo de ratos submetidos a um modelo experimental de 
tirosinemia tipo II quimicamente induzido;  
- Avaliar os níveis de BDNF e AChE por western-blotting em 
cérebro de ratos submetidos a um modelo experimental de 
tirosinemia tipo II quimicamente induzido;  
- Avaliar a integridade da barreira hematoencefálica em cérebro 
de ratos submetidos a um modelo experimental de tiorisnemia 
tipo II quimicamente induzido;  
- Dosar a quantidade de L-tirosina bem como os metabólitos 
acumulados na tirosinemia tipo II quimicamente induzido, por 
cromatografia líquida de alta eficiência; 
- Dosar a quantidade dos neurotransmissores (dopamia, 
acetilcolina e glutamato) envolvidos na tirosinemia tipo II; 
- Avaliar algumas proteínas da via de sinalização de morte celular 
em cérebro de ratos submetidos a um modelo experimental de 
tirosinemia tipo II quimicamente induzido. 
- Avaliar os parâmetros inflamatórios em cérebro de ratos 
submetidos a um modelo experimental de tirosinemia tipo II 
quimicamente induzido. 
- Avaliar novas propostas terapêuticas em cérebro de ratos 
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